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摘要 : DEIR Plutella xylostella L. 是 世界 性 十 字 花 科 蔬 沫 的 主要 害虫 , 已 对 多 种 杀 虫 剂 产 生 抗 性 , 其 中 以 对 拟 除 忠 
菊 酯 类 杀 忠 剂 的 抗 性 发 展 最 快 。 省 氰 菊 本 是 拟 除虫菊 酯 杀 虫 剂 中 杀 忠 毒 力 最 强 的 品种 。 我 们 前 期 的 研究 发 现 , 小 
某 蛾 省 握 菊 酯 敏感 品系 (DS) 和 抗 性 品系 ( DR) 成虫 期 的 蛋白 质 双 向 电泳 (2-DE) 图谱 存在 显著 差异 。 本 研究 通过 
双向 电泳 技术 从 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 中 分 离 出 89 个 有 明显 差异 的 蛋白 点 , 从 中 选 出 30 个 进行 串联 质谱 ( MALDI-TOF- 
MS) 实验 , 并 利用 和 曙 日 质数 据 库 检 索 这 些 在 抗 性 品系 中 表达 而 在 敏感 品系 中 不 表达 或 者 不 同 品系 中 差异 表达 的 和 蛋 
白质 的 归属 、 性 质 和 功能 ,最 终 成 功 鉴 定 出 10 EHA, WERK 3 个 基因 进行 了 菊 光 定量 PCR 验证 ,发现 这 些 
EAEE mRNA 水 平 的 表达 与 在 蛋白 水 平 的 表达 是 一 致 的 。 这 些 在 省 握 葡 酯 胁迫 下 差异 表达 的 重 日 为 研究 涡 氟 
菊 酯 的 作用 靶 标 和 作用 机 理 , 以 及 第 选 与 其 抗 性 相关 的 重 日 质 提供 了 依据 。 
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Proteomic analysis of differentially expressed proteins in larvae of the 
diamondback moth, Plutella xylostella ( Lepidoptera; Plutellidae) , under 


deltamethrin stress 

LI Jin, LI Feng-Liang/, JIAO Dong-Xu' , LI Na', CHENG Luo-Gen"" (1. College of Life Science, 
Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China; 2. Institute of Plant Protection, Guizhou Academy 
of Agricultural Science, Guiyang 550009 , China) 

Abstract. The diamondback moth, Plutella xylostella L., is one of the most destructive pests in 
cruciferous vegetables ( CFV ) all over the world and has developed varied resistance to kinds of 
insecticides, especially the fastest growing resistance to pyrethroids. Deltamethrin is one of the most toxic 
synthetic pyrethroid pesticides. Our previous research compared the two-dimensional electrophoresis ( 2- 
DE) protein profiles between the deltamethrin-sensitive strain ( DS) and the deltamethrin-resistant strain 
( DR) of the diamondback moth at the adult stage, and significant differences had been identified. In this 
study, 89 protein spots were identified by 2-DE from the 4th instar larvae of P. xylostella, and then 30 
out of 89 spots were subjected to matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass 
spectrometry ( MALDI-TOF-MS) analysis and protein database search to test the proteins expressed only 
in the resistant strain or differentially expressed in two strains. Thus, 10 protein spots were successfully 
identified with definite identity, properties and function. Real-time quantitative PCR analysis showed that 
the expression patterns at the mRNA and protein levels were correlated with each other. This study 
identifies several proteins that are differentially expressed under the deltamethrin stress, and provides a 
new scientific basis regarding targets and action mechanisms of deltamethrin and for screening of the 
resistance-related proteins. 
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目前 ,蛋白 质 组 学 研究 越 来 越 受到 人 们 的 关注 , 成 为 后 基因 组 时 代 的 重要 研究 领域 。 蛋 白 组 学 
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FEZN LA XX [8] FB, vk ( 2-dimensional electrophoresis, 2- 
DE) 技术 和 质谱 技术 为 核心 , 能 对 细胞 或 组 织 内 的 
集 日 质 进行 最 大 限度 的 分 离 和 鉴定 , 在 生物 学 医学 
领域 都 有 着 广泛 的 应 用 。 其 中 , 双 癌 电泳 作为 分 离 
集 日 质 的 重要 手段 , 是 目前 唯一 可 以 在 一 块 凝 及 上 
同时 分 离 数 千 力 至 上 万 个 重 日 质 的 方法 , 且 分 离 得 
到 的 蛋白质 组 分 纯度 高 达 90% DJ E ( Abbott, 1999) 。 
随 着 固 相 IPG 干 胶 条 的 应 用 , 两 性 电解 质 引 起 的 
pH 不 稳定 、 重 复 性 差 及 碱 性 重 日 丢失 等 问题 也 得 
到 解决 双 同 电泳 技术 得 到 质 的 飞跃 。 基 质 辅助 激 
光 解 吸 电 离 飞行 时 间 质 谱 ( matrix-assisted laser 
desorption/ionization time of flight mass spectrometry , 
MALDI-TOF-MS) ) 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 种 新 型 的 
软 电离 生物 质谱 , 操作 简便 , 敏感 度 高 ， 同 许多 和 蛋 
白 分 离 方 法 相 匹 配 , 而 且 现 有 数据 库 中 有 充足 的 关 
于 多 上 肽 质量 / 电 衙 比值 的 数据 ,因此 成 为 许多 实验 
室 首选 的 重 日 质谱 鉴定 方法 。 

小 菜 峨 Plutella xylostella L. 是 世界 性 十 字 花 科 
危害 , 长 期 以 来 人 们 使 用 各 种 农药 进行 防治 ,导致 
小 薪 蛾 对 多 种 杀 虫 剂 产生 抗 性 , 其 中 以 对 拟 除虫菊 
酯 类 杀 上 虫 璋 的 抗 性 发 展 最 快 ( 沈 福 类 , 2010), RA 
ZMK ( deltamethrin, DM) 是 人 工 合成 拟 除虫菊 酯 杀 
忠 剂 中 杀 上 虫 毒 力 最 强 的 一 个 品种 ,对 哺乳 动物 安 
Z, 具有 广 谱 、 低 残留 的 特点 , 在 生产 实践 中 得 到 
了 广泛 应 用 , 与 其 他 类 型 的 杀 虫 剂 之 间 存 在 着 程度 
不 同 的 交互 抗 性 ( 刘 传 秀 等 , 1995 ) 。 因 此 , 研究 省 
氟 菊 酯 的 作用 机 理 及 其 抗 性 发 生机 制 , 在 理论 和 实 
践 上 均 具 有 重要 意义 。 在 小 荣 蛾 抗 涡 氰 葡 酯 品系 的 
基因 组 代表 性 差异 分 析 、 抗 性 遗传 分 析 和 cDNA 代 
表 性 差异 分 析 的 基础 上 ， Zhang 等 (2013 ) 初步 比较 
了 敏感 和 抗 性 品系 成 虫 期 表达 的 重 晶 质 , 发 现 它们 
的 双 回 电泳 图 谐 有 显著 差异 。 但 是 , DRERI E 
是 在 幼虫 期 , 因此 本 研究 拟 在 前 期 工作 的 基础 上 ， 
采用 双 同 电泳 和 质谱 技术 进一步 比较 、 分析 敏 感 和 
抗 性 品系 小 沫 蛾 幼 忠 的 差异 表达 蛋白, 为 研究 涡 氰 
菊 酯 的 作用 靶 标 和 作用 机 理 ， 以 及 筛选 与 其 抗 性 相 
关 的 重 日 质 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


1.1.1. 供 试 小 荣 蛾 : 源 自 贵州 省 贯 阳 市 花溪 区 中 
曹 乡 的 甘蓝 地 ( 陈 之 浩 等 , 1990), 室内 繁殖 一 代 后 


测 4 龄 幼虫 的 LD5 fB Jy 0. 083 ug/ 3k , 与 武汉 市 蔬 
沫 人 研究 所 的 小 末 蛾 敏感 品系 4 龄 幼虫 LD;, 值 比较 ， 
证 明 供 试 小 采 蛾 为 敏感 种 群 , 将 其 隔离 培 狼 。 浊 和 氰 
菊 酯 抗 性 品系 是 通过 点 滴 法 处 理 小 沫 蛾 4 龄 幼虫 敏 
感 品系 ,经 多 代 繁 殖 选 育 而 成 , 与 敏感 品系 相 比 ， 
抗 性 系数 在 5 000 倍 以 上 。 

1.1.2 主要 试剂 及 仪器 : ReadyStrip” IPG Srtips 17 
cm (pH 3 - 10 nonlinear) , Bio-Lyte 3-10 Ampholyte、 
RRA wd. PAR A NE BIO-RAD 公司 ; 
RNA 提取 试剂 盒 购 目 Qiagen 公司 ; 枪 头 、 离 心 管 购 
H Axygen 公司 ; Taq 聚合 酶 、Primerscript "^ RT 
Reagents Kit, SYBR® Premix Ex Taq 购 自 TaKaRa 公 
司 ; 引物 由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 司 代 
HEARN Nirit: IPGphor 等 电 聚 焦 仪 及 其 附件 、 
Ettan DALT Six SDS-PAGE 3E E( Fk z& Ze... KRA 
描 仪 及 分 析 软 件 ImageMaser 2D Elite ( Amersham 
Biosciences 公司 ) ，NanoDrop 2000 £z E24 H EX 
( Thermo Scientific 7* HJ) , Rotor-Gene 6000 X 36 3E 
量 PCR 41V ( Corbett Research 公司 ) 。 

1.2 小 菜 蛾 幼虫 差异 表达 和 蛋白 的 分 离 与 鉴定 
1.2.1 有 蛋 日 样品 的 制备 : 参照 Zhang 等 (2013 ) 的 
方法 ,随机 取 敏 感 和 抗 性 品系 小 来 蛾 4 龄 幼虫 各 10 
K, 液 须 研磨 ,粉末 悬浮 于 含 10% 三 氧 乙 酸 的 丙酮 
提取 液 , 沉淀 2 hp， 再 用 预 冷 丙酮 溶液 清洗 , 竺 丙酮 
完全 挥发 加 入 裂解 液 浴 解 沉 诈 ,超声 破碎 ,离心 取 
Ey., Bradford iX 4E f 4 H ( Bradford, 1976) 分 
R, -200€ AE, 

1.2.2. X8] HR UK: f£ Amersham 公司 双 回 电泳 手册 
和 Górg 等 (1988 ) 方法 ，Immobiline DryStrip 162 Zt 
内 进行 IPG 胶 条 水 化 ,17 cm 胶 条 蛋白 上 样 量 为 
150 ug(340 uL) ,， 泡 胀 12 h, 等 电 聚 焦 仪 IPGphor 
上 进行 第 一 回 等 电 聚 焦 ， 育 焦 程 序 为 : 100, 300 和 
500 V 低压 各 2 h, 8000 V H4 h, 8000 V RÆ 
5 h, 500 V 低压 保存 。 聚 焦 后 的 胶 条 需要 在 平衡 绥 
冲 液 中 平衡 两 次 , 每 次 15 min。 平 衡 后 胶 条 转移 至 
12.596 的 SDS- 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 上 进行 第 2 mn mk 
(SDS-PAGE) , 150 恒温 , 采用 恒 功 率 电泳 , 开始 时 
1 W/gel, 1 h, 再 用 13 W/gel 直到 省 酚 兰 迁移 至 凝 
胶 底 部 。 每 个 样本 重复 3 次 , 以 保证 实验 结果 的 稳 
XETE. SERRARA BJ TR ESTE IE £5, 

1.2.3 图 像 采 集 与 分 析 : 利用 Imagescanner 扫描 
仪 在 300 像素 (dpi) 的 分 辨 率 下 对 凝 胶 进行 扫描 。 
使 用 Imagemaster 2D Platinum 软件 对 凝 胺 进行 分 
析 , 检测 和 蛋白 点 数目 、 大 小 、 强 弱 , MEET, 创 
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建 一 个 挖 胶 点 报告 。 

1.2.4 质谱 鉴定 : 切割 蛋白 质点 置 于 离心 管 中 ， 
进行 腕 内 酶 解 ,， 将 所 得 的 肽 段 通过 MALDI-TOF/ 
TOF 上 机 获取 和 集 昌 样 品 的 肽 质量 指纹 图 ( 由 深圳 华 
大 基因 科技 服务 有 限 公司 完 成 ), 最 后 应 用 Mascot 
软件 在 小 荣 蛾 基因 组 数据 库 P. xylostella_AGCT 
(18 073 条 序列 ) 中 搜寻 , 获得 重 日 质 的 相关 信息 。 
1.3 抗 性 相关 基因 的 mRNA REENA 

1.3.1 总 RNA 的 提取 : 随机 取 敏感 和 抗 性 品系 4 
龄 小 沫 蛾 幼虫 各 10 k, 液 氮 中 人 研磨 成 粉末 , 然后 根 
据 Qiagen 公司 RNA 提取 试剂 盒 使 用 说 明 , 各 提取 
出 50 uL RNA 样品 , I, -70C 保存 备用 。 用 
NanoDrop 核酸 定量 仪 测 定 RNA 的 浓度 和 ODas/ 
0D,go 的 比值 。 此 外 ,利用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 所 
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提取 RNA 的 纯度 和 完整 性 。 

1.3.2 cDNA 的 合成 : 采用 Primerscript" RT 
Reagents Kit (TaKaRa) 试剂 盒 ， 根据 其 说 明 书 , 进 
ÍT cDNA 第 一 链 的 合成 。 反 转录 反应 条 件 : 370C 15 
min; 85C 5 s, 

1.3.3 PCR 引物 的 设计 与 合成 : 分 析 质 谱 鉴 定 结 
R, 随机 挑选 出 3 个 已 鉴定 的 重 晶 点， 搜索 
GenBank 的 EST 数据 库 得 到 重 蝗 质 的 cDNA. 序列 ， 
同时 运行 BLAST 程序 进行 序列 一 致 性 比 对 分 析 。 
根据 严 光 定量 引物 设计 原则 , 利用 Primer 5.0 设计 
3| 99, VA glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) 基因 作为 内 参 基 因 ( 表 1). KEER 
PCR 引物 由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 司 
合成 。 


表 1 实时 荧光 定量 PCR 的 引物 序列 
Table 1 Primer sequences used for real-time quantitative RT-PCR 


基因 和 名称 


Gene name 


Arginine kinase (KARG) gene 
Fructose-bisphosphate aldolase ( ALF) gene 
Translationally-controlled tumor protein homolog ( TCTP) gene 


Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ( GAPDH) gene 


1.3.4 Real-time PCR Ez: 以 反 转 录 的 cDNA 为 
模版 , 设置 5 个 浓度 梯度 , 使 用 上 述 设 计 的 引物 ， 
制作 标准 曲线 , 分 析 其 扩 增 效率 , 使 目的 基因 与 内 
参 基因 扩 增 效率 基本 一 致 , 确定 最 适 浓度 。 反 应 体 
系 为 20 uL: 2 uL cDNA 模版 , 10 uL 2 x SYBR® 
Premix Ex Taq, 正 癌 反问 引物 各 0.4 uL, 去 离子 水 
7.2 nkL。 反 应 采用 两 步 法 : 95%C 30 s 预 变性 ; 950 
5 s, 60C 30 s, 40 个 循环 。 每 个 样品 做 3 次 重复 ， 
实验 结束 采集 扩 增 曲线 和 溶解 曲线 ,并 根据 Ct fH 
采用 2 ”方法 分 析 目 标 基因 的 相对 表达 量 及 其 标 
«ETE e 
1.4 数据 统计 与 分 析 

定量 PCR 数据 应 用 SPSS17. 0 进行 数据 分 析 。 
数据 标准 误差 采用 平均 值 标准 误 (SE), 数据 间 的 
差异 显著 性 分 析 采 用 One-Way ANOVA 方法 , 多重 
比较 采用 Tukey 氏 检 验 。 


引物 名 称 引物 序列 (5' -3") 
Primer name Primer sequence 
Sense KARG AGAAGACCGACAAGCAC 
Anti-sense KARG CCAGTCAGGGGGTAGAA 
Sense ALF ACAAGAAGTCCTACACAT 
Anti-sense ALF CACCATACCGTCACAGTC 
Sense TCTP ACAAGAAGTCCTACACA 
Anti-sense TCTP ACCATACCGTCACACGCTC 
Sense GAPDH TGGAAGGTGGTGCCAAGAA 
Anti-sense GAPDH AAGGGGAGCGAGGCAGCTTAG 


2 结果 与 分 析 


2.1 小 菜 蛾 幼虫 总 蛋白 的 二 维 电泳 分 离 

经 多 次 实验 , 构建 了 高 分 辨 率 和 重复 性 较 好 的 
TCR B BURMI m A] NER 4 龄 幼虫 的 和 蛋白质 
双 回 电泳 图 谱 ( 图 1) ， 从 图 中 可 以 看 到 有 蛋 日 质 在 两 
个 方 问 都 得 到 较 好 的 分 离 , 并 检测 到 大 量 重 白质 斑 
点 。 实 验 采 用 pH 3 ~ 10, 17 em 非 线性 固 相 IPG 胶 
AR. 两 个 重 白 样品 上 样 量 均 为 130 ug, 水 化 12 h, 
等 电 聚 焦 达 到 70 KVh， 再 通过 12.596 SDS- 聚 丙烯 
酰胺 凝 胶 电 泳 进行 第 2 癌 分 离 , 银 染 显 色 后 经 软件 
分 析 , 检测 到 蛋白 点 约 900 个 , 通过 凝 胶 自 动 匹 配 
和 差异 筛选 , 结 采 显示 : 其 中 89 个 匹配 的 蛋 日 皮 存 
在 表达 量 上 的 差异 , 与 敏感 品系 相 比 , 在 抗 性 品系 
中 有 38 个 重 日 点 表达 量 下 调 , 有 51 个 点 表达 量 上 
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调 。 这 些 差 异 点 大 多 为 量 的 差异 , 但 有 18 PEH 
所 表现 出 质 的 差异 , 即 只 在 抗 性 品系 中 表达 , 而 在 
敏感 品系 中 未 发 现 这 些 和 蛋白 点 , 推测 这 些 差 异 重 日 
扩 可 能 与 小 菜 蛾 幼虫 的 省 氰 菊 酯 抗 性 相关 ,本 实验 
将 着 重 对 这 些 点 进行 鉴定 和 分 析 。 


2.2 差异 氮 的 质谱 鉴定 与 分 析 

从 89 个 点 中 筛选 出 30 个 表达 量 差异 2.5 倍 以 
上 的 和 蛋白 点 进行 质谱 鉴定 , 其 中 在 抗 性 品系 中 表达 
量 上 调 的 点 20 个 , REE FRKA 10 个 。 将 这 些 
差异 重 日 点 从 效 腕 中 切 下 进行 胶 内 酶 解 ,通过 
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Fig. 1 Two-dimensional electrophoresis maps of total proteins from the 4th instar larvae of 


the deltamethrin-sensitive ( A) and resistant ( B) strains of Plutella xylostella 


采用 pH 3 ~10, 17 em 非 线性 胶 条 进行 第 1 向 分 离 , 蛋白 上 样 量 为 130 ug, 第 2 向 采用 12.5% SDS-A ARERR FL UK ETT AT ES , 硝酸 银 染 
色 , RAMH 30 个 蛋白 点 进行 质谱 鉴定 。Proteins (150 ug) were separated on 1st-dimensional pH 3 - 10, 17 cm nonlinear IPG gel and 2nd- 


dimensional 12.5% SDS-PAGE gel, and visualized by silver staining, and finally 30 spots were picked for MALDI-TOF-MS analysis. 


3x 2 省 氰 菊 酯 敏感 和 抗 性 品系 小 莱 蛾 4 龄 幼虫 体内 差异 表达 蛋白 的 质谱 鉴定 结果 
Table 2 Identification of the differentially expressed proteins between the 4th instar larvae of 
the deltamethrin-sensitive ( DS) and resistant ( DR) strains of Plutella xylostella 


样品 编号 和 蛋 日 名 称 GenBank 登录 号 4T 分 值 等 电 点 “鉴定 覆盖 率 (% ) 
Sample ID Protein name GenBank accession number Protein mass Mascot score Isoelectric point Coverage rate 

5 Arginine kinase gi 1442631209 55 721.08 363 7.86 53.50 

14 Enolase gi 1442625239 46 835.16 191 5,51 58.43 

19 Nucleoside diphosphate kinase A2 gi | 148236676 17 213.93 209 1.21 62.75 

23 Asparagine synthetase gi 1429240607 46 835.16 419 5.51 57.97 

31 Proteasome subunit alpha type-1 gi 1320544877 30 834. 56 152 7.08 43. 88 

34 T-complex protein gi 184000142 203 015. 52 80.3 5.90 26.60 

35 Fatty acid binding protein 6 gi 1402692460 160 648. 99 87 4.83 35.83 

47 Fructose-bisphosphate aldolase gi 1442621245 47 456. 63 183 8.86 28.97 

53 Translationally-controlled tumor protein homolog gi 153148464 19 814. 62 215 4. 49 61.63 

55 Protein 1(2)37Cec gil442628310 29 916. 08 486 6.82 59.85 
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MALDI-TOF-TOF 上 机 , 得 到 30 WRABER, 原 
台 谱 图 数据 包括 一 级 谱 , 以 及 由 一 级 谱 中 的 若干 最 
强 峰 产生 的 二 级 谱 。 然 后 将 获得 的 图 谱 数 据 通 过 
Mascot 进行 数据 库 搜索 , 最 终 匹 配 到 的 已 知 蛋 白 有 
10 个 ( 表 2)。 这 些 鉴 定 成 功 的 蛋白 质 分 别 为 : TEE 
酸 激 酶 、 烯 醇 酶 、 核 昔 二 磷酸 激酶 A2、 天 冬 酰胺 合 
成 酶 、 和 蛋白 酶 体 w 亚 基 1 型 、t- 复 合 多 肽 、 脂肪酸 结 
合 和 蛋白 6、 果糖 -二 磷酸 醛 缩 酶 、 翻 译 控制 肿瘤 蛋 日 
同 源 蛋 白 、 致 死因 子 , K spot 5 外 , 其 他 蛋白 点 均 
在 抗 性 品系 中 上 调 , H. spot 31, 34, 35, 47 和 53 只 
在 抗 性 品系 中 出 现 。 此 外 , 还 有 15 种 蛋白 未 在 数 
据 库 中 搜寻 到 同 源 序列 , 需要 进一步 确定 。 


Spot 5 


Spot 53 


相对 表达 量 
Relative expression level 


Spot 5 


-二 
N- 


Spot 47 


2.3 ”差异 后 基因 转录 水 平 的 表达 分 析 
基因 在 翻译 水 平 的 表达 与 转录 水 平 的 表达 密切 
相关 , 从 已 鉴定 成 功 的 生日 点 中 随机 挑选 3 个 进行 


实时 艾 光 定量 PCR 验证 , 分 析 基 因 在 mRNA 水 平 
和 看 日 硕 水 平 的 表达 是 否 一 致 。 PCR 定量 结果 显 
zh: 在 抗 性 品系 和 敏感 品系 中 , 这 3 个 基因 均 能 表 


达 且 有 显著 差异 , 相对 于 敏感 品系 ，spot 5( 精 氨 酸 
激酶 ) 在 抗 性 品系 中 表达 量 为 27% , spot 47( 果糖- 
RREAN) spot 53( 翻 详 控制 肿瘤 重 日 同 源 重 
日 ) 在 抗 性 品系 中 的 表达 量 分 别 为 敏感 品系 的 3. 67 
倍 和 3.28 们 ,结果 与 双 癌 电泳 结果 一 致 (图 2)。 











Spot 53 


图 2 省 氰 菊 酯 敏感 (DS) 与 抗 性 ( DR) 品系 小 莱 蛾 4 龄 幼虫 体内 差异 表达 的 3 个 基因 在 蛋白 (A) 与 
mRNA(B) 水 平 的 相对 表达 量 


Fig. 2 Relative expression levels of three genes at the protein ( A) and mRNA (B) levels between the 4th instar larvae of 


the deltamethrin-sensitive ( DS) and resistant ( DR) strains of Plutella xylostella 
Spot 5: 精 氮 酸 激 酶 Arginine kinase; Spot 47: 果糖 -二 磷酸 醛 缩 酶 Fructose-bisphosphate aldolase; Spot 53: 翻译 控制 肿瘤 蛋白 同 源 和 蛋 日 
Translationally-controlled tumor protein homolog. 图 中 数据 为 平均 值 圭 标准 误 ; 柱 上 星 号 表示 在 DS 5 DR 比较 中 表达 水 平 有 显著 差异 (Turkey K 
检验 , P<0.01) ; DS 中 基因 的 表达 水 平 设置 为 1, 选取 GAPDH 基因 作为 标准 化 内 参 , 用 2 -人 "法 计算 相对 表达 量 。Data in the figure are mean 


+ SE. The asterisk indicates significant difference between DS and DR ( Turkey’ s test, P «0.01). The relative expression levels of the three genes are 


determined by 2 ^ ^^*t method compared with that in the DS, and GAPDH gene is selected as the housekeeping gene. 


1 期 李 PRSE: 省 氰 菊 酯 胁迫 下 小 菜 蛾 幼虫 体内 差异 表达 蛋白 的 分 析 41 


3 讨论 


INSERITE AER ER] ERREUR, 由 于 杀 贝 
剂 的 大 量 使 用 , 对 多 种 杀 虫 剂 产生 了 抗 药性 , 已 成 
为 病虫害 防治 工作 中 的 一 大 难题 。 在 这 种 情况 下 ， 
了 解 抗 性 反应 机 制 对 于 农业 生产 有 重要 的 意义 。 屁 
忠 的 抗 药 性 是 在 杀 忠 剂 作用 下 上 自身 生理 生化 特性 改 
变 所 引起 的 , 而 重 白 质 作 为 各 种 代谢 和 调控 途径 的 
主要 执行 者 , 不 仅 是 多 种 致 病因 子 对 机 体 作 用 最 重 
要 的 靶 分 子 , 也 是 大 多 数 药 物 的 靶 标 ,因此 直接 从 
重 日 质 水 平 研究 涡 氟 菊 酯 胁迫 下 小 染 蛾 的 表达 差 
异 , 有 助 于 详细 了 解 涡 氟 菊 酯 的 伤害 机 制 以 及 小 沫 
蛾 的 适应 机 制 。Zhang 等 (2013 ) 初步 比较 了 敏感 和 
抗 性 品系 成 虫 期 表达 的 重 日 质 ,， 发 现 它们 的 双 问 电 
泳 图 谱 有 着 显著 的 差异 , 但 是 小 荣 蛾 的 主要 危害 是 
在 幼虫 期 , 而 且 同 一 重 白 在 不 同 生理 阶段 其 表达 水 
平 也 有 很 大 差异 。 因 此 , 分 析 幼 虫 在 涡 握 和 菊 酯 胁迫 
下 和 蛋白 质 表达 谱 的 变化 , 不 仅 有 助 于 阐述 抗 性 机 
JU. 分 析 交 互 抗 性 , MUR EB EOS a SUA] RR III 23 
HEER o 

本 人 研究 首先 通过 双 同 电泳 技术 从 小 亲 蛾 4 龄 幼 
虫 中 分 离 出 89 个 有 明显 差异 的 蛋白 点 ， 从 中 第 选 
出 30 个 进行 串联 质谱 实验 并 利用 蛋白质 数据库 检 
索 这 些 在 抗 性 品系 中 表达 而 在 敏感 品系 中 不 表达 或 
者 不 同 品系 中 差异 表达 的 集 日 质 的 归属 、 性 质 和 功 
能 , 最 终 成 功 鉴 定 出 10 AEA, 这 些 和 集 日 涉及 基础 
代谢 、 和 蛋白 折 著 与 降解 、 转 录 调 控 以 及 致死 因子 ; 
接 下 来 又 从 中 选取 3 个 入 日 进行 灾 光 定量 PCR 验 
证 , 发 现 这 些 蛋 白质 在 mRNA 水 平 的 表达 与 在 蛋白 
水 平 的 表达 是 一 致 的 。 

3.1 代谢 相关 和 蛋白 

精 氮 酸 激酶 (spot 5 )、 烯 醇 酶 (spot 14) , CRF 
PRN A2 (spot 19) 、 果 糖 - 二 磷酸 醛 缩 酶 ( spot 
47)、 天 冬 酰胺 合成 酶 (spot 23 ) 和 脂肪 酸 结合 重 日 
6( spot 35) 都 属于 代谢 相关 有恒 日 。 精 氮 酸 激酶 是 无 
准 椎 动物 体内 调 市 能 量 代谢 最 重要 的 酶 之 一 , 在 能 
量 较 多 时 形成 磷酸 精 氨 酸 贮 存 能 量 , 在 细胞 活动 需 
要 能 量 过 程 中 产生 ATP。 近 年 的 研究 表明 , 能 量 代 
谢 在 动物 适应 外 界 不 良 环境 因子 及 免疫 反应 中 起 到 
重要 的 作用 , 与 能 量 代 谢 有 关 的 酶 也 直接 或 间接 参 
与 相关 的 免疫 反应 , 同时 也 因 各 种 刺激 而 发 生 剧 烈 
变化 。 通 过 和 蛋 日 质 组 学 技术 对 缺 氧 条 件 下 日 本 宫 对 
Eh Marsupenaeus japonicus 的 蛋白 表达 谱 进 行 分 析 ， 


发 现 精 氨 酸 激酶 表达 量 明 显 上 调 (Abe et al., 
2007). 在 过 氧化 氧 压力 下 ,处理 组 元 氏 锥 忠 
Trypanosoma cruzi 精 氨 酸 激酶 表达 量 是 对 照 组 的 10 
f ( Miranda et al., 2006) 。Astrofsky 等 (2002 ) 发 现 
感染 WSSV 病毒 的 细 角 滨 对 是 Penaeus stylirostris 精 
氨 酸 激酶 的 cDNA 表达 量 上 调 。 以 上 这 些 研究 表 
明 , 精 氨 酸 激 酶 在 面 对 和 恶性 环境 以 及 病原 侵 罕 时 表 
达 量 明显 上 升 。 该 重 日 在 涡 氟 菊 酯 胁迫 下 的 敏感 品 
系 中 表达 上 调 ， 同 时 奖 光 定量 PCR 的 结果 也 验证 
了 其 表达 量 的 差异 , 但 目前 精 氨 酸 激 酶 在 免疫 应 管 
过 程 中 的 作用 及 机 理 尚 缺 乏 系统 研究 。 烯 醇 酶 、 核 
苷 二 磷酸 激酶 A2、 果 糖 -二 磷酸 醛 缩 酶 为 糖 酵 解 酶 ， 
都 在 抗 性 品系 中 表达 上 调 ,， 其 中 果糖 -二 磷酸 醛 缩 
酶 只 在 抗 性 品系 中 鉴定 出 来 。 和 烯 醇 酶 作为 糖 酵 解 途 
径 中 的 一 种 酶 , 它 还 是 一 种 多 功能 重 日 ,能 与 细胞 
ARR ELPIZRAEECH BRA e. YRRUH XM FUR A H 
功能 , 此 外 , 它 的 染色 质 结 构 表 明 在 转录 和 许多 病 
理 过 程 中 也 发 挥 重 要 作用 (Pancholi ，2001) 。 有 研 
究 表 明 , 烯 醇 酶 可 作为 应 激 重 日 , 在 缺 氧 条 件 下 表 
达 量 上 调 ( Aaronson et al., 1995) ,同时 神经 元 特异 
VEA RES neuron specific enolase, NSE) 的 表达 水 平 
还 可 作为 检测 缺 氧 性 脑 损伤 的 生化 指标 , 但 其 与 昆 
虫 抗 药性 相关 的 生理 功能 还 未 见报 道 。 核 音 二 磷酸 
激酶 际 了 调控 细胞 内 核 车 酸 的 平衡 ( Boissan et al., 
2009 ) ， 它 还 参与 许多 生理 过 程 如 微 管 的 装配 和 信 
号 转 导 , 其 活性 的 降低 将 会 导致 细胞 功能 的 紊乱 ， 
有 研究 发 现在 果 蝇 幼虫 awd REAP HERI 
二 磷酸 激酶 活性 出 现 了 大 量 死亡 和 形态 异常 。 浊 握 
菊 酯 胁迫 下 其 在 敏感 品系 中 的 低 表 达 可 能 导致 小 沫 
蛾 相关 生理 功能 紊乱 甚至 死亡 。 果 糖 - 二 磷酸 醛 缩 
酶 作为 糖 酵 解 酶 在 缺 氧 以 及 嗓 哈 缺失 的 情况 下 , 增 
加 能 量 和 嗓 哈 的 合成 , 同时 又 是 一 种 纤维 蛋白 溶 酶 
原 的 结合 蛋白 , 可 以 激活 纤维 蛋白 溶 酶 原 , 形成 具 
有 和 集 日 水 解 酶 功能 的 纤维 集 日 溶 酶 ( Crowe et al., 
2003 ) 。 已 有 文献 研究 , 抗体 可 以 催化 醛 缩 合 反 应 ， 
免疫 过 程 通 过 活性 共 价 化 合 物 捕获 一 个 赖 损 酸 残 基 
和 抗体 结合 在 一 起 , 形成 一 个 稳定 的 酰胺 环境 ,从 
而 催化 醇 醛 缩合 反应 ( Wagner et al., 1995) , ZEH 
的 表达 上 调 可 能 是 小 沫 蛾 抗 药性 作用 发 挥 从 而 促进 
其 在 体内 表达 。 这 3 种 和 蛋白 均 在 抗 性 品系 中 表达 上 
调 , 推测 其 功能 与 小 沫 蛾 抗 药 性 有 一 定 关 联 ,， 并 在 
抵御 杀 虫 剂 毒害 过 程 中 发 挥 作 用 。 天 冬 酰 胺 合成 酶 
属于 氨基 转移 酶 家 族 成 员 之 一 , 众 化 合成 天 冬 酰胺 
(asparagine ，Asn) ,从 而 为 蛋 日 质 的 合成 提供 原料 。 
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治疗 急性 淋巴 白血病 的 原理 就 是 发 现在 某 些 种 类 的 
恶性 淋巴 细胞 中 此 酶 活性 很 低 (Horowitz et al., 
1968) , 不 能 合成 足够 量 的 天 冬 酰胺 , 需要 依 徘 细 
胞 外 界 环境 中 的 天 冬 酰胺 ， 当 用 左旋 天 冬 酰 胺 酶 
( L-asparaginase, L-Asp) 消化 细胞 外 环境 中 的 天 冬 
酰胺 时 ， 细 胞 的 和 蛋 日 质 合 成 就 会 受阻 ,细胞 将 凋 
亡 。 该 重 日 在 小 亲 蛾 敏感 品系 中 表达 量 明显 低 于 抗 
性 品系 , 推测 可 能 在 溃 氰 菊 酯 长 期 胁迫 下 , 敏感 品 
系 小 沫 蛾 幼虫 天 冬 酰 胺 合 酶 活性 降低 ,导致 无 法 合 
成 足够 蛋 日 质 进行 正常 的 生理 活动 和 新 陈 代谢 。 脂 
肪 酸 结合 蛋白 6 JR THAO EDAX. 主要 
功能 是 参与 体内 脂肪 代谢 ( 蒋 金 津 等 ,2009)。Li 
AQ 等 (2007 ) 比较 了 沛 育 和 正常 家 晶 肾 的 脑 部 蛋 日 
组 , TENE E. 脂肪 酸 结 合 绰 昌 的 表达 量 明显 下 
调 ， 除 此 之 外 , 脂肪 酸 结合 蛋白 与 炎症 、 代 谢 和 免 
疫 反 应 通路 密切 相关 ,其 表达 量 还 可 作为 慢性 代谢 
疾病 如 心肌 梗死 、 脂肪 肝 、 动 脉 效 样 硬化 的 检测 标 
准 (Glatz et al., 1998) , 但 与 抗 性 相关 的 功能 未 见报 
道 。 该 重 日 在 敏感 品系 中 未 鉴定 出 来 , 可 能 是 表达 
量 过 低 或 者 表达 受到 抑制 , 进而 影响 小 菜 蛾 体内 脂 
肪 的 代谢 , 推测 其 与 抗 药 性 有 一 定 关 系 。 
3.2 参与 蛋白 质 折 又 与 降解 的 蛋白 

和 蛋 日 酶 体 a 亚 基 1 A (spot 31) 和 tt 复合 多 上 肽 
(spot 34) 是 参与 重 日 折 革 与 降解 的 一 类 重 日 质 , 主 
要 作用 是 降解 细胞 内 不 需要 的 或 受到 损伤 的 蛋 日 
质 。 和 蛋 日 酶 体 所 参与 的 泛 素 - 和 蛋白 酶 体系 统 对 于 许 
多 细胞 进程 , 包括 细胞 周期 、 基 因 表 达 的 调控 、 氧 
化 应 激 反 应 等 都 必 不 可 少 。Sun 等 (2013 ) 通过 比较 
重 日 组 学 的 方法 对 涡 氰 菊 酷 敏感 品系 和 抗 性 品系 的 
蚊子 进行 鉴定 分 析 ,， 发 现 蛋 日 酶 体 B 亚 基 6 型 
( proteasome beta 6 types, PSMB6) 在 抗 性 品系 中 表 
达 量 较 高 ,又 通过 药物 抑制 剂 和 分 子 生 物 学 方法 研 
3t PSMB6 在 涡 氟 和 菊 酯 抗 性 中 的 作用 , AREE 
日 酶 体 抑制 剂 MG-132 和 bortezomib 均 提 高 抗 性 品 
系 细 胞 和 幼虫 的 敏感 性 ,同时 PSMB6 3i [DAI III RS 
则 大 大 降低 了 涡 氟 菊 酯 胁迫 下 细胞 的 存活 率 ， 从 而 
得 出 结论 PSMB6 是 与 蚊子 的 涡 氰 菊 酯 抗 性 密切 相 
关 。 本 实验 中 蛋白酶 体 a 亚 基 1 型 只 在 小 菜 蛾 抗 
性 品系 中 鉴定 出 来 , 推测 其 表达 量 上 调 能 够 及 时 有 
效 降解 受 损伤 的 重 白 ， 从 而 抵御 涡 握 和 菊 酯 的 胁迫 。 
-复合 多 肽 (CCT 的 a 亚 基 ) 是 一 种 广泛 存在 于 细胞 
浆 中 的 异型 春 聚 重 日 , 也 是 迄今 为 止 真 核 细 胞 胞 浆 
中 发 现 的 唯一 伴侣 素 ， 属 于 伴侣 素 Hsp60 家 族 。 
CCT 与 细胞 骨架 间 紧 密 联 系 ( 段 芳 划 等 , 2011) , 而 


细胞 骨架 与 细胞 的 许多 重要 生理 功能 有 关 , 如 内 皮 
细胞 通 透 性 、 单 核 细 胞 的 变形 运动 、 细 胞 周期 等 ， 
细胞 骨架 的 异常 会 导致 细胞 功能 异常 ， 从 而 促使 疾 
病 的 发 生 。 同 时 Hsp60 作为 热 休克 重 日 家 族 成 员 
之 一 , 是 生物 抵御 高 温 等 环境 胁迫 的 主要 辅助 蛋 
日 , 可 提高 机 体 对 不 良 环境 的 耐 受 性 ，Hsp60 还 能 
协助 变性 、 不 可 溶 的 凝聚 蛋 白 重 新 恢复 天 然 构 银 ， 
它 在 许多 病原 体 传染 过 程 中 都 是 一 种 免疫 优势 抗 
原 。 刘 开 林 等 (2007 ) WRR H RR E AER 
与 阿 维 菌 素 的 抗 性 有 一 定 关 系 。Yoshimi 等 ( 2002) 
发 现 一 种 水 生 蚊 子 在 受到 污染 的 河流 中 , 对 有 机 
WE. REREH EHE DUTE. 而且 证 明 杀 上 忠 剂 是 
Hsp70 表达 量 增加 的 一 个 淤 在 因素 。 涡 氟 菊 酯 胁迫 
下 该 蛋白 在 敏感 品系 中 表达 量 过 低 或 者 不 表达 ,可 
能 导致 与 细胞 骨架 及 相关 生理 功能 紊乱 进而 导致 死 
亡 , 推测 其 与 抗 药 性 相关 , 但 在 害虫 抗 药性 机 理 中 
的 具体 作用 有 待 进一步 研究 。 
3.3 ”转录 调控 蛋白 

翻译 控制 肿瘤 蛋白 TCTP( spot 53) 是 一 个 高 度 
保守 、 广泛 表 达 的 转录 调控 蛋白 , 具有 抗 凋 亡 、 细 
MAMEI REE A MER EERE, VT ARCH 
染 的 动态 变化 和 细胞 的 生长 与 增殖 等 多 种 重要 的 生 
物 学 功能 (Bommer and Thiele, 2004) 。 在 肺癌 细胞 
系 A549 细胞 中 超 表达 TCTP 能 够 逆转 由 p53 NF 
的 细胞 凋 亡 ,而 利用 miRNA 干涉 TCTP 的 表达 则 增 
加 了 细胞 的 凋 亡 (Rho et al., 2011)。 果 蝇 TCTP 
( dTCTP) 对 细胞 的 生长 和 增殖 至 关 重 要 , 干涉 
dTCTP 的 表达 使 果 蝇 的 眼睛 、 翅 膀 、 背 板 等 组 织 减 
小 甚至 在 晴 阶 段 就 会 死亡 并 且 其 身体 尺寸 也 明显 减 
小 , 在 条 蝇 中 超 表 达 cyclin E 和 细胞 凋 亡 抑制 剂 
p35 则 可 以 挽救 由 干涉 dTCTP 所 引起 的 表 型 改变 ， 
表明 采 蝇 缺失 dTCTP 导致 了 细胞 增殖 的 缺陷 和 诱 
导 细 胞 的 凋 亡 (Hsu et al., 2007) 。TCTP 表达 量 与 
生物 体 抗 药性 及 抗 病毒 也 有 一 定 关 联 ，Walker 等 
(2000) f 34, TE EP ES ZR DL PE] s TE JE Ji E 
Plasmodium Yoelii 体内 TCTP 的 表达 量 是 敏感 品系 
的 2.5 fii, Pan 等 (2005 ) 通过 研究 感染 WSSV 病毒 
的 日 本 对 是 Penaeus japonicus 发 现 抗 病毒 品系 中 
TCTP 表达 量 明 显 上 调 。 我 们 的 研究 发 现 TCTP 在 
敏感 品系 中 的 表达 量 明显 低 于 抗 性 品系 , 这 一 点 在 
重 日 质 水 平和 mRNA 水 平 都 得 到 验证 , EMERE 
剂 胁 迫 下 其 表达 量 降低 影响 细胞 活性 ， 导 致 增殖 缺 
陷 和 细胞 凋 亡 ,从 而 使 敏感 品系 小 菜 蛾 无 法 抵御 混 
氰 菊 酯 毒害 , 该 蛋白 很 可 能 在 昆 忠 抗 药 性 方面 发 挥 
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重要 作用 。 
3.4 生长 因子 

致死 因子 (spot 55) 是 一 种 生长 因 了 于 , 与 幼虫 的 
新 陈 代 谢 密切 相关 。 研 究 表明 ,Lethal (2) 37Ce 在 
果 蝇 的 胚胎 早期 胚胎 晚期 , 3 龄 幼虫 和 成 虫 体 内 
均 有 所 表达 ,并 且 表 达 量 有 明显 差异 (Li ef al., 
2009) 。 它 与 DNA 修复 和 细胞 周期 调控 相关 ， 有 可 
能 在 幼虫 的 新 陈 代谢 以 及 幼虫 癌 肾 的 进化 过 程 中 发 
挥 重要 作用 (Li JK et al., 2007) 。 本 实验 中 , 该 蛋 
白 在 敏感 品系 小 沫 蛾 4 龄 幼虫 体内 未 鉴定 出 来 , 推 
1 158 CA Ws BJ GR TE FH A BUS, 从 而 导 
致 小 来 蛾 幼虫 无 法 进行 正 行 的 新 陈 代 谢 以 及 生长 
发 育 。 

通过 对 已 鉴定 成 功 重 日 的 讨论 分 析 , 发 现 大 多 
数 重 白 都 直接 或 间接 的 与 昆虫 抗 药性 相关 ,表明 小 
沫 蛾 省 氰 菊 酯 抗 性 的 发 生 是 多 种 重 白 共同 作用 的 结 
Ak, 这 也 与 前 期 研究 小 琳 蛾 对 溴 氰 菊 酯 抗 性 遗传 分 
析 结 果 一 致 , 即 多 基因 遗传 ( 李 风 良 等 , 2000)。 在 
这 些 鉴定 成 功 的 重 日 点 中 , 并 未 发 现 已 报道 的 与 昆 
虫 解毒 有 关 的 杀 虫 剂 抗 药 基因 , 包括 ATP 结合 盒 
( ATP-binding cassette, ABC) 转运 载体 蛋白 家 族 ， 
P450 单 加 和 氧 酶 (P450 single oxygenase, P450s) , & 
BEH BK-S- FERE WS glutathione S-transferase, GSTs) 和 
32 RBS carboxylesterase, COEs) , ， 同 时 在 小 沫 蛾 
成 虫 的 乍 日 组 学 研究 中 也 未 鉴定 到 这 几 类 和 企 日 , 出 
现 这 种 情况 可 能 有 以 下 儿 个 原因 : 一 是 实验 方法 导 
致 解毒 酶 未 被 成 功 分 离 和 鉴定 , 本 实验 所 采用 的 重 
日 提取 方法 、 胶 条 pH 范围 、 显 色 方 法 的 灵敏 度 、 质 
谱 检 测 前 的 酶 解 条 件 以 及 解毒 酶 本 身 的 性 质 等 原因 
导致 它 无 法 通过 这 种 方法 进行 分 离 鉴定 ; ÆN 
电泳 技术 本 号 的 局 限 性 , 极 酸 、 极 碱 、 极 高 分 子 量 
和 低 丰 度 重 白 是 不 易 被 检测 到 的 , 而 且 质 谱 技 术 鉴 
定 和 蛋白 质 强 烈 依 赖 于 基因 组 数据 库 、 生 物 信息 学 
等 , 这 就 导致 很 多 重 日 得 不 到 准确 鉴定 ; 三 是 解毒 
酶 已 成 功 分 离 , 但 在 筛选 重 日 点 进行 串联 质谱 鉴定 
时 未 被 选中 , 从 而 没有 相关 的 质谱 鉴定 信息 。 上 述 
的 任何 一 个 或 几 个 原因 都 可 能 导致 这 种 现象 的 发 
生 。 在 与 成 虫 体内 鉴定 到 的 蛋白 进行 比较 时 , 我 们 
还 发 现成 虫 和 幼 忠 体内 鉴定 到 的 差异 蛋白 完全 不 
F, 这 也 进一步 表明 了 重 日 质 在 不 同 的 生理 时 期 有 
不 同 的 表达 以 及 人 研究 幼虫 在 涡 氟 菊 酯 胁迫 下 有 重 日 质 
表达 谱 变 化 的 必要 性 。 

总 之 , 本 研究 发 现 了 溴 氰 菊 酯 作用 下 小 亲 峨 幼 
虫 体内 差异 表达 的 和 蛋白, 这 些 蛋 白 涉 及 能 量 代谢 、 
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解 、 转 录 调 控 以 及 致死 因子 诸多 方面 。 这 些 差异 表 
XS BR ELI JE — PEE RRK BRE FH EUR JH 
机 理 ， 了 解 杀 虫 剂 抗 药 性 机 制 的 产生 提供 了 依据 。 
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